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Introducción 
Lactobacillus plantarum es una bacteria del ácido láctico (BAL) que se encuentra en diferentes ecosistemas como el tracto gastrointestinal y diversos alimentos 
fermentados de origen vegetal y animal. Las cepas de estos distintos nichos muestran una extraordinaria flexibilidad adaptativa. La enorme adaptabilidad ecológica de 
esta especie se fundamenta, en parte, en su capacidad para fermentar un amplio rango de carbohidratos (monosacáridos, disacáridos y oligosacáridos). Esta versatilidad 
fermentativa viene determinada por la presencia en el genoma de L. plantarum de una gran variedad de genes que codifican para sistemas de transporte y utilización de 
carbohidratos. Las glicosidasas (glicosil hidrolasas) son un grupo amplio y variado de enzimas capaces de hidrolizar el enlace glicosídico entre dos o más carbohidratos o 
entre un carbohidrato y un residuo de otra naturaleza. Varias glicosidasas  de L. plantarum se ha caracterizado bioquímica y genéticamente. Entre ellas, -galactosidasas, 
implicadas en el desarrollo de esta especie en leche y productos lácteos; -glucosidasas, relacionadas con la liberación de compuestos aromáticos en vino; y -
galactosidasas, implicadas en el catabolismo de -galactósidos de plantas. Las -glucosidasas que actúan sobre los disacáridos maltosa, trehalosa y palatinosa están 
menos estudiadas y su información es más escasa en esta especie. La importancia de este tipo de enzimas radica en su acción sobre la isomaltulosa, macronutriente con 
bajo índice glucémico ideal en el tratamiento de la diabetes y otros isomaltooligosacáridos prebióticos. 
Objetivo 
En este trabajo se presenta la clonación, expresión, purificación y caracterización de una oligosacárido-α-1,6-glucosidasa (O16G) de la cepa L. plantarum 
LL441 aislada de un queso tradicional. 
Conclusiones 
Se ha iniciado el estudio genético y bioquímico de una oligosacárido-α-1,6-glucosidasa de una cepa de L. plantarum. La caracterización exhaustiva de este 
enzima es indispensable para conocer todas las potencialidades de su empleo, tanto en alimentación funcional como en otras aplicaciones biotecnológicas.  
 
Resultados 
Se cribó una librería génica de la cepa L. plantarum LL441 en el vector general 
de clonación pACYC184 en placas con el compuesto cromogénico 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl--D-glucopiranósido. De esta forma se identificó un clon con 
actividad O16G. La secuenciación posterior mostró que el gen codificante estaba 
precedida por dos pautas abiertas de lectura (ORFs) codificantes para los 
componentes IIA y IID de un transportador PTS (sistema fosfotransferasa para el 
transporte de carbohidratos), y seguida de otras dos que codifican para un 
regulador de la transcripción y una proteína integral de membrana (Figura 1) . El 
análisis y comparación del gen y de la proteína codificada indicó que la O16G 
estaba constituida por 572 amino ácidos y presentaba homología con glicosil 
hidrolasas de la familia 13 (familia de las -amilasas). El análisis genómico de las 
cepas secuenciadas indicó que el gen estaba presente en la cepa tipo de L. 
plantarum ATCC14917 (Figura 2), pero no en otras cepas de la misma especie 
(WCFS1 y JDM1).  
Para su caracterización, el gen se transfirió al vector de expresión de 
Escherichia coli pET28a, vector de tipo HIS-TAG que añade una cola de 
polihistidina a la proteína expresada. Esto nos permitió la purificación posterior 
mediante cromatografía de afinidad en columnas con resina de níquel 
(QIAexpressionist™ Kit, Qiagen), tras ajustar las condiciones de inducción en la 
cepa  de E. coli BL21(DE3) para evitar la formación de cuerpos de inclusión y 
maximizar la producción heteróloga de la proteína. Tras la purificación se procedió 
a evaluar la concentración y pureza de la proteína mediante electroforesis en 
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La 
cantidad de proteína se determinó mediante el método de Bradford. 
En la Figura 3 puede verse la sobreexpresión de la proteína en el extracto 
celular obtenido a partir de la cepa recombinante, así como la banda 
correspondiente con la O16G de aproximadamente 63 Kda en las distintas 
fracciones purificadas de la misma. La cuantificación de la proteína reveló que 
ésta se encontraba en una concentración de alrededor de 2,3 mg/ml. 
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Posteriormente se procedió a una caracterización bioquímica preliminar del 
enzima estableciendo parámetros de temperatura óptima y rango de temperatura, 
pH óptimo y rango de pH. Se comprobó que la O16G tiene un pH óptimo de 5 y 
una temperatura óptima de actividad a 30ºC (Figura 4).  
Mediante ensayos espectrofotométricos de actividad -glucosidasa utilizando p-
nitrofenil--D-glucopiranósido en distintas fracciones celulares de la cepa LL441 se 
comprobó que el enzima es de localización intracelular y su expresión se induce 
tras crecer la cepa en presencia de maltosa  y trehalosa. 
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Figura 1.- Organización génica en el entorno del gen que codifica la O16G de L. plantarum LL441  
Daltons 
Figura 3.- Electroforesis de proteínas (SDS-PAGE) de extractos bacterianos de E. coli 
BL21(DE3) sin (1) y con el plásmido pET28a (2) y con el inserto del gen de la O16G 
(3). En las calles 5, 6 y 7 se incluyen distintas eluciones de la proteína purificada 
Figura 2.- Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de las O16Gs de 
L. plantarum LL441 y L. plantarum ATCC14917T con el programa ClustalW2   
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Figura 4.-Efecto de la temperatura (A) y el pH  (B) sobre la actividad  de la O16G de L. plantarum LL441 empleando como substrato 
p-nitrofenil- -D-glucopiranósido 
